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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d'organismes nationaux de
normalisation (comités membres de I'ISO). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée
aux comités techniques de I''SO. Chaque comité membre intéressé par une étude a le droit de faire partie du
comité technique créé a cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non
gouvernementales, en liaison avec I''SO participent également aux travaux. L'ISO collabore étroitement avec
la Commission électrotechnique internationale (CEIl) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux régles données dans les Directives ISO/CEI,
Partie 2.

La tache principale des comités techniques est d'élaborer les Normes internationales. Les projets de Normes
internationales adoptés par les comités techniques sont soumis aux comités membres pour vote. Leur
publication comme Normes internationales requiert I'approbation de 75 % au moins des comités membres
votants.

L'attention est appelée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire I'objet de
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'ISO ne saurait étre tenue pour responsable de ne
pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence.

L'ISO 16931 a été élaborée par le comité technique ISO/TC 34, Produits alimentaires, sous-comité SC 11,
Corps gras d'origines animale et végétale:

Cette deuxiéme édition annule et remplace la premiére édition (ISO 16931:2001) qui a fait I'objet d'une
révision technique.
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NORME INTERNATIONALE ISO 16931:2009(F)

Corps gras d'origines animale et végétale — Détermination de
la teneur en triacylglycérols polymérisés par chromatographie
liquide d'exclusion a haute performance (CLHP d'exclusion)

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale spécifie une méthode utilisant la chromatographie liquide d'exclusion a
haute performance (CLHP d'exclusion) pour la détermination de la teneur en triacylglycérols polymérisés
(PTAG), en fraction massique, dans les corps gras contenant au moins 3 % (a partir des aires de pics) de ces
polyméres. Les PTAG (a proprement parler les triacylglycérols dimériques et oligomériques) se forment
pendant le chauffage des corps gras; par conséquent, cette méthode sert a évaluer la détérioration thermique
des corps gras ayant été utilisés en friture.

Cette méthode est applicable aux graisses de friture et aux corps gras ayant été traités thermiquement, a
condition que la teneur en PTAG soit au moins égale a 3 %. Elle peut également étre appliquée a la
détermination des polyméres dans les graisses contenues dans les aliments pour animaux. Dans ce cas, la
méthode d'extraction utilisée peutavoir uneinfluence, sur le résultat;

NOTE Pour plus d'informations, voir SO 6492041,

2 Références normatives

Les documents de réference suivants, sont indispensables pour I'application du présent document. Pour les
références datées, seule I'édition citée s'applique. Pour les références non datées, la derniére édition du
document de référence s'applique (y compris les éventuels amendements).

ISO 661, Corps gras d'origines animale et végétale — Préparation de I'échantillon pour essai

3 Termes et définitions

Pour les besoins du présent document, les termes et définitions suivants s'appliquent.

31
triacylglycérols polymérisés
PTAG

constituants des corps gras chauffés qui sont déterminés par CLHP d'exclusion dans les conditions spécifiées
dans la présente Norme internationale

NOTE La teneur en PTAG est exprimée sous forme de fraction massique en pourcentage, en grammes pour 100 g,
de tous les pics de triacylglycérols polymérisés, mono-, di- et triacylglycérols (PTAG, MAG, DAG et TAG) élués.

4 Principe

L'échantillon est mélangé de fagon homogéne avec du tétrahydrofurane (THF) et les PTAG sont séparées par
chromatographie de perméation de gel en fonction de la taille des molécules. Les composés sont détectés au
moyen d'un détecteur d'indice de réfraction.

NOTE Pour une meilleure résolution, deux colonnes en série (2 x 300 mm) sont utilisées.
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5 Réactifs

Utiliser uniquement des réactifs de qualité analytique reconnue.

AVERTISSEMENT — L'attention est attirée sur les réglementations qui spécifient la manipulation des
substances dangereuses. Les mesures de sécurité sur les plans technique, organisationnel et
personnel doivent étre suivies.

5.1 Tétrahydrofurane (THF), pour CLHP, éventuellement stabilisé avec du butylhydroxytoluéne (BHT),
dégazé, ne contenant pas d'eau.

S'assurer que le THF utilisé comme diluant pour I'échantillon a la méme teneur en eau que I'éluant, sinon des
pics négatifs peuvent étre observés.

5.2 Toluéne, pour CLHP.

5.3 Huile d'olive extra vierge, comme étalon de référence: ajouter 100 mg a 300 mg d'huile dans 10 ml de
THF et homogénéiser le mélange.

NOTE L'huile d'olive extra vierge ne contient pas de PTAG et peut étre utilisée pour déterminer le temps de rétention
des triacylglycérols monomériques.

6 Appareillage

Matériel courant de laboratoire et, en particulier, ce qui suit.

6.1 Réservoir de solvant, de 500 ml a 1 000 ml de capacité, doté d'un filtre plongeur dans une phase
mobile en polytétrafluoroéthyléne.

6.2 Pompe CLHP, sans pulsation, ayant un débit volumique compris entre 0,5 ml/min et 1,5 ml/min.

6.3 Vanne d'injection, avec une boucle de 20 pl et une seringue appropriée d'un volume compris entre
50 pl et 100 pl, ou injecteur automatique approprié.

6.4 Colonnes en acier inoxydable, 2 x 300 mm de longueur, de 7,5 mm a 7,8 mm de diamétre intérieur,
garnies de microparticules sphériques de diamétre 5 um, de gel de copolymeére de divinylbenzéne-styréne;
d'ouverture de pores de 10 nm ou 50 nm").

NOTE Les chromatogrammes de I'Annexe A montrent la résolution requise avec deux colonnes.

L'utilisation d'une colonne de garde est recommandée. Il convient que I'efficacité de la colonne, exprimée en
nombre de plateaux théoriques, n, pour les triacylglycérols monomériques, soit d'au moins 6 000.

Maintenir la température de la colonne entre 30 °C et 35 °C, au moyen d'un dispositif de controle.

Si nécessaire, la colonne peut étre entreposée dans du toluene (5.2), mais I'expérience montre qu'il est
préférable de laisser le systéme fonctionner avec du THF.

6.5 Détecteur d'indice de réfraction, a température contrélée.

La température idéale pour le détecteur se situe juste au-dessus de la température de la colonne (30 °C a
35 °C).

1) 1nm=10A.
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6.6 Systéeme d'acquisition et de traitement de données pour chromatographie, permettant d'afficher et
de quantifier avec exactitude l'aire des pics.

6.7 Seringues a usage unique, de capacité 1 ml.
6.8 Filtres en nylon, d'ouverture de pores de 0,45 um?2).

6.9 Seringue pour CLHP, de capacité comprise entre 50 ul et 100 pl.

7 Echantillonnage

Il est important que le laboratoire regoive un échantillon réellement représentatif, n'ayant pas été endommagé
ou modifié pendant le transport ou I'entreposage.

L'échantillonnage ne fait pas partie de la méthode spécifiée dans la présente Norme internationale. Une
méthode d'échantillonnage recommandée est donnée dans I'1SO 55551,

8 Préparation de I'échantillon pour essai

L'échantillon pour essai doit étre préparé conformément a I''SO 661.

9 Mode opératoire

9.1 Mise en service de lI'appareillage CLHP

Il est conseillé de suivre scrupuleusement les-recommandations du fabricant. Mettre sous tension le systéme
et pomper le THF a"un-débit' volumique''compris éentre'0,5 mi/min-et “P‘ml/min-pour purger tout le systéme
jusqu'a la vanne d'injection. Raccorder 1a‘colonne-a la vanne d'injection et la laver avec environ 30 ml de THF.
Raccorder la colonne a la cellule échantillon du détecteur. Remplir la cellule de référence de THF. Régler
I'écoulement de la phase mobile entre 0,5 ml/min et 1,0 ml/min. Attendre jusqu'a 'obtention d'une stabilisation
convenable du systéme (absence de déviation notable de la ligne de base).

Si la colonne recommandée dans le présent paragraphe est utilisée, une stabilisation acceptable du systeme
est normalement obtenue en 15 min environ. Avec d'autres garnissages de colonne, la stabilisation du
systéme peut s'avérer plus difficile. A titre d'exemple, il convient de procéder par étapes au changement de
phase mobile, du toluéne au THF, avec différents mélanges, en augmentant a chaque fois la proportion de
THF de 25 %. Une stabilisation acceptable est normalement obtenue au bout de 12 h environ.

2) Un filtre a seringue Nalgene 4 mm est un exemple de produit approprié disponible dans le commerce. Cette
information est donnée a l'intention des utilisateurs de la présente Norme internationale et ne signifie nullement que I''SO
approuve ou recommande I'emploi exclusif du produit ainsi désigné. Des produits équivalents peuvent étre utilisés s'il est
démontré qu'ils conduisent aux mémes résultats.
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Les conditions suivantes sont considérées comme appropriées:

Colonne: PLgel® 10 nm, 2 x 300 mm x 7,6 mm, 5 um;
Eluant: THF;

Débit: 0,8 ml/min;

Four: 35 °C;

Détecteur: Réfractométre réglé a 35 °C;

Volume d'injection: 20 pl.

9.2 Préparation de la prise d'essai et analyse
Ajouter environ 100 mg a 300 mg de I'échantillon pour essai (Article 8) a 10 ml de THF et homogénéiser. Si

nécessaire, filtrer au moyen d'un filtre en nylon (6.8). A l'aide de la seringue pour CLHP (6.9), injecter 20 pl &
40 ul de cette solution.

10 Expression des résultats

10.1 Analyse qualitative

Le tracé chromatographique de la détermination présente un pic principal correspondant aux triacylglycérols
monomériques (masse moléculaire d'environ 900), et un ou plusieurs pics de plus petite taille avec des temps
de rétention plus courts, correspondant aux PTAG\(diméres etioligomeres' supgrieurs).

Dans des conditions appropriées, les triacylglycérols,.(TAG) et 1les, triacylglycérols polymérisés (PTAG)
peuvent étre séparés avec une bonne résolution (Figures'A.1 et 'A.2), cela méme en présence de faibles
quantités de PTAG.

Cependant, dans certains casp(quizsemblent &trealiés;iaulphénoméne:complexeidedal dégradation), le tracé

des pics qui précédent les pics de triacylglycérol peutsétreo moinsd bien résolu, avec les difficultés qui
s'ensuivent pour les calculs (Figure A.2).

10.2 Analyse quantitative

Le calcul est réalisé selon la méthode de normalisation interne en prenant pour hypothése que tous les
constituants de I'échantillon sont élués et qu'ils ont le méme coefficient de réponse. Il est important d'obtenir
une ligne de base rectiligne.

La fraction massique de PTAG, wprag, €n grammes pour 100 g, est calculée a l'aide de I'équation suivante:

WPTAG = Z—
Aot

ou
ApTaG est la somme des aires de pic de tous les PTAG;
Aot est la somme des aires de pic de tous les acylglycérols (PTAG, TAG, DAG et MAG).

Exprimer les résultats a un chiffre apres la virgule.

3) PLgel est un exemple de produit approprié disponible dans le commerce. Cette information est donnée a l'intention
des utilisateurs de la présente Norme internationale et ne signifie nullement que I''SO approuve ou recommande I'emploi
exclusif du produit ainsi désigné. Des produits équivalents peuvent étre utilisés s'il est démontré qu'ils conduisent aux
mémes résultats.
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11 Fidélité
11.1 Essais interlaboratoires
Les détails des essais interlaboratoires relatifs a la fidélité de la méthode sont récapitulés dans I'Annexe B.

Les valeurs fournies par ces essais interlaboratoires peuvent ne pas étre applicables a des plages de
concentration et a des matrices autres que celles indiquées.

11.2 Répétabilité

Lorsque les valeurs de deux résultats d'essai indépendants, obtenus a l'aide de la méme méthode sur un
matériau identique soumis a essai dans le méme laboratoire, par le méme opérateur utilisant le méme
appareillage, dans un court intervalle de temps, se situent dans la plage des valeurs moyennes indiquées
dans le Tableau B.1, la différence absolue entre les deux résultats d'essai obtenus ne doit excéder que dans

5 % des cas au plus la limite de répétabilité, », généralement déduite par interpolation linéaire des valeurs
indiquées dans le Tableau B.1.

11.3 Reproductibilité

Lorsque les valeurs de deux résultats d'essai indépendants, obtenus a l'aide de la méme méthode sur un
matériau identique soumis a essai dans des laboratoires différents, par des opérateurs différents utilisant des
appareillages différents, se situent dans la plage des valeurs indiquées dans le Tableau B.1, la différence

absolue entre les deux résultats d'essais ne doit excéder que dans 5 % des cas au plus la limite de
reproductibilité, R, généralement déduite par interpolation linéaire des valeurs indiquées dans le Tableau B.1.

12 Rapport d'essai

Le rapport d'essai doit contenir au moins les'informations suivantes:

a) toutes les informations nécessaires<a Tidentification‘compléte de I'échantillon;
b) la méthode d'échantillonnage utilisée, si elle est connue;

c) la méthode d'essai utilisée, avec référence a la présente Norme internationale;

d) tous les détails opératoires non spécifiés dans la présente Norme internationale, ou considérés comme
facultatifs, ainsi que les détails de tous les incidents susceptibles d'avoir influé sur le(s) résultat(s) d'essai;

e) le(s) résultat(s) d'essai obtenu(s) ou, si la répétabilité a été controlée, le résultat final obtenu.
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